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RESUMO 
 
A mineração de carvão é um dos setores básicos da economia, e fundamental ao 
desenvolvimento do país, contribuindo de forma significativa para a melhoria da 
qualidade de vida das presentes e futuras gerações, no entanto é uma atividade com 
alto nível de poluição ambiental, gerando grandes quantidades de rejeitos e 
causando disseminação de metais pesados no meio ambiente. O objetivo do 
presente estudo foi avaliar a ocorrência de danos genotóxicos e mutagênicos no 
DNA de células do sangue periférico, fígado e córtex de camundongos expostos a 
hortaliças cultivadas em horta experimental construída sobre depósitos controlados 
de rejeitos do carvão. Para isso utilizou-se a seguinte metodologia, 18 animais foram 
divididos em 3 grupos conforme o tipo de tratamento: Controle negativo (solução 
salina 0,9%), suco alface mina, suco alface orgânica. Estes animais receberam uma 
única administração destas 3 substâncias e após 3h, 6h e 24hs da ingestão foi feita 
a coleta de sangue. No tempo de 24hs os animais foram mortos por decapitação e 
foram retirados córtex cerebral, medula e fígado para as demais análises de 
genotoxicidade/mutagenicidade. Após a coleta do sangue, fígado e córtex realizou-
se o ensaio cometa para avaliar a genotoxicidade Com a amostra de medula óssea 
realizou-se o teste de micronúcleo para avaliar o potencial mutagênico. Os 
resultados indicaram um nível maior de danos para ambos os parâmetros do ensaio 
cometa nos animais do grupo alface mina em relação aos controles em todas as 
horas de exposição. Os resultados do teste de micronúcleo não tiveram diferenças 
estatísticas significativas. Concluímos que o rejeito de carvão é potencialmente 
genotóxico, e que a alface Lactuta sativa L. pode ser uma boa indicadora na 
detecção e bioacumulação de metais pesados no ecossistema. 
Palavras-chave: Rejeito de carvão mineral, Lactuta sativa L., ensaio cometa, teste 
de micronúcleo 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A poluição é um sério problema ambiental que vem sendo enfrentado em 
todo o mundo, em um sentido amplo pode ser entendida como a introdução de 
qualquer matéria ou energia no meio ambiente que transforme suas características, 
tornando-o impróprio aos organismos que normalmente o habitam, levando a 
condições desfavoráveis à vida em um determinado biótopo (LEMOS, 2003). 
A mineração de carvão é considerada uma forma de poluição, e 
quando confrontada a outras fontes de degradação do ambiente, como a agricultura 
e a pecuária, percebe-se que ela afeta diretamente pequenas extensões. No 
entanto, se os elementos solubilizados dos rejeitos, atingirem os cursos d’água, 
podem impactar negativamente áreas localizadas a centenas de quilômetros da 
mineração (SALOMONS, 1995). 
O crescimento desordenado e o deslocamento dos núcleos 
habitacionais das médias e grandes cidades para a periferia vêm, no decorrer dos 
anos, criando dificuldades à mineração, gerando o conflito população versus 
mineração. No entanto em Santa Catarina acontece o contrário, ou seja, há o 
avanço da mineração em sub-superfície na direção das habitações já existentes na 
periferia das grandes cidades (RIBEIRO; FERREIRA, 2007). Mesmo com a 
exploração sendo uma importante atividade econômica, além de uma indispensável 
fonte de energia para o País, os impactos ambientais gerados são de grande 
magnitude (DNPM-BRASIL, 2007), pois modificam a estrutura do meio natural 
(CAMPOS, 2003). 
E conforme a ANEEL (2007), entre todas as etapas de produção e 
consumo do carvão, o principal impacto é o socioambiental provocado. A extração, 
por exemplo, provoca a degradação das áreas de mineração e a combustão é 
responsável por emissões de gás carbônico. 
A mineração de carvão gera comprometimento ambiental considerável, 
que vai desde a alteração da paisagem até a contaminação do solo, e este fato não 
impede o estabelecimento de algumas plantas, e com a construção de moradias ao 
redor das áreas mineradas, instalou-se junto o plantio e o uso de hortaliças e ervas 
medicinais, as quais apresentam risco genotóxico pelo fato de estarem diretamente 
em contato com os metais tóxicos e mutagênicos através de suas raízes. Dessa 
forma os metais representam um problema à saúde humana, pois são 
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biomagnificados ao longo da cadeia alimentar (COSTA, 2007; 2009; FREITAS et al., 
2007; ZOCCHE, 2005; 2008). 
A mineração é um dos setores básicos da economia do país, e vem 
contribuindo de forma decisiva para o bem estar e a melhoria da qualidade de vida 
das presentes e futuras gerações, sendo fundamental para o desenvolvimento de 
toda região sul de Santa Catarina, desde que seja operada com responsabilidade 
social, e estando sempre presente e em primeiro lugar, os princípios do 
desenvolvimento sustentável (FREITAS, 2002; COSTA, 2009). 
 
1.1 CARVÃO 
 
O carvão mineral é um combustível fóssil, composto por uma estrutura 
química heterogênea altamente complexa de componentes orgânicos, constituídos 
por carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio e enxofre, componentes inorgânicos e 
partículas discretas de matéria mineral, que formam as cinzas (LEÓN et al., 2007). 
Esses compostos, intimamente misturados, apresentam fases sólidas, 
líquidas e gasosas de origem orogênica e antropogênica (LEFFA; ANDRADE, 2008; 
LIU et al., 2005). 
O carvão nada mais é do que restos de vegetação pré-histórica que 
originalmente se desenvolveu em áreas pantanosas, e que para chegar à fase do 
carvão mineral, passou por um processo de carbonificação, onde os restos vegetais 
ao longo do tempo se solidificam em ambiente anaeróbio, perdem oxigênio e 
hidrogênio e se enriquecem em carbono (LOPES, 2009). 
É o combustível natural mais abundante na natureza e o mais utilizado 
como fonte de energia elétrica no mundo (ANEEL, 2007), constituindo dois terços 
dos recursos energéticos não-renováveis nacionais, sendo suas reservas vinte 
vezes maiores do que as do petróleo e setenta e cinco vezes superiores às do gás 
natural (CAMPOS; ALMEIDA; SOUZA, 2003).  
Uma das maiores reservas de carvão da América Latina está localizada 
no Brasil, e os depósitos de maior importância econômica são encontrados nos 
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná (SOARES et al., 2006), 
distribuindo-se em oito grandes jazidas, sete das quais no Rio Grande do Sul, e uma 
em Santa Catarina (GOMES et al, 1998), os dois estados detêm conjuntamente 
99,8% das reservas carboníferas do país (DNPM, 2004). 
12 
 
O carvão catarinense foi descoberto em 1822 por tropeiros que desciam a 
serra do "12", em direção a Laguna e os primeiros trabalhos de exploração em Santa 
Catarina ocorreram na região de Lauro Muller provocando profundas modificações 
no ambiente (BARBOSA, 2001; MARTINS, 2005). 
A Bacia Carbonífera de Santa Catarina, também conhecida com jazida 
Sul - Catarinense, está localizada ao sudeste do estado, possui um comprimento 
conhecido de 95 km e uma largura média de 20 km, compreendida na área 
delimitada pelas coordenadas 28011’ a 29003’ de latitude sul e 49010’ a 49037’de 
longitude oeste (GOMES et al, 1998; BARBOSA, 2001), (Figura 1). 
 
 
 
Os municípios inseridos na bacia carbonífera catarinense são: Orleans, 
Lauro Muller, Urussanga, Siderópolis, Criciúma, Içara, Nova Veneza, Maracajá, 
Araranguá, Arroio do Silva, Forquilhinha e Treviso (MILIOLLI, 2009). 
A explotação de carvão nessas áreas é realizada em minas subterrâneas 
e a céu aberto, sendo a profundidade da camada carbonífera um dos critérios para 
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seleção entre os métodos de lavra, ou seja, a lavra subterrânea é utilizada quando a 
jazida de carvão se encontra em camadas mais profundas (cerca de 30m até 
aproximadamente 120m) e a lavra a céu aberto é utilizada, quando a jazida de 
carvão se encontra próxima à superfície do solo até, aproximadamente, 30m de 
profundidade (KLEIN, 2006). 
No processo de mineração a céu aberto, a remoção das camadas é feita 
de forma desordenada, provocando a sua inversão e gerando pilhas de materiais 
geológicos na forma de corpos cônicos (figura 2), que têm na sua base a camada 
fértil do solo e na camada superior, os estéreis e rejeitos da mineração, causando, 
portanto, perda de solo fértil e sua degradação (CAMPOS; SOUZA, 2003). 
 
 
 
Hoje em dia, muitos campos de mineração e áreas de depósitos 
efetuados sem critérios técnicos ou controlados já não se encontram mais ativos. 
Mas infelizmente, o término da lavra não significa o fim do método 
poluidor, nem o esgotamento da fonte geradora de poluição, pois, os rejeitos 
carbonosos os quais compõem o passivo ambiental gerado, continuam reativos por 
muito tempo comprometendo o restabelecimento das comunidades vegetais 
terrestres e aquáticas, e consequentemente, compromete o desenvolvimento de 
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toda a comunidade biótica subseqüente e o uso futuro de tais áreas (COSTA, 2009; 
ZOCCHE, 2005; ZOCCHE, FREITAS et al., 2007). 
 
1.2 METAIS PESADOS, CARVÃO MINERAL E GENOTOXICIDADE 
 
Os elementos traços também conhecidos como “metais pesados”, são 
freqüentemente definidos pelo seu peso atômico, possuindo um valor maior que 23, 
e densidade igual ou superior a 5 gcm-3 (COSTA, 2005; PORTO, 2009. São 
constituintes normais de todos os ecossistemas (COSTA; ZOCCHE; SOUZA, 2007), 
e em concentrações muito pequenas, são considerados essências do ponto de vista 
biológico (PRONCHOW, 2000). De uma forma geral os metais são classificados 
como essenciais e não essenciais, os essenciais denominados oligoelementos como 
o manganês, ferro, zinco, cobre e selênio, encontram-se fisiologicamente presentes 
nos organismos vivos, e com elevada incidência, são encontrados naturalmente em 
alimentos, frutas e multivitamínicos. 
Enquanto alguns são essenciais, outros são classificados como não 
essenciais, como o chumbo e o cádmo, e são potencialmente tóxicos e indutores de 
efeitos biológicos adversos mesmo em concentrações reduzidas (LOPES, 2009). 
Mesmo os metais pesados sendo considerados essenciais, quando 
presentes em grandes concentrações provocam alterações físicas, químicas e 
biológicas do solo (LIMA, 2008), apresentando alta toxicidade aos organismos 
vegetais e animais, produzindo efeitos danosos aos mesmos (DAMIANI, 2010; 
POZZA, 2001). 
Os metais pesados podem ser encontrados em todos os compartimentos 
do ecossistema, sempre existiram no planeta e nunca se esgotam. São oriundos de 
fontes naturais e/ou antrópicas como intemperismo de rochas, deposição 
atmosférica, lançamentos de efluentes urbanos, industriais e agrícolas, além da 
lixiviação de resíduos contaminados, sendo a mineração e a purificação de minérios 
um dos grandes causadores da sua disseminação mundial (PASCALICCHIO, 2002). 
Pesquisadores classificaram os metais no ambiente em três categorias. 
No primeiro grupo estão os elementos considerados pouco tóxicos ao meio 
ambiente os quais, em sua maioria, são tidos como micronutrientes, mas em 
concentrações elevadas são tóxicos. Pertencem a este grupo o Al, Co, Cu, Mn, Mo, 
Se, V, Zn e Sn.  
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O segundo grupo é formado por metais que apresentam uma grande 
probabilidade de risco de causarem câncer. Pertencem a este grupo o As, Be, Cr e 
Ni.  
O terceiro grupo é representado por metais que apresentam um caráter 
tóxico significativo e não se enquadram nos grupos anteriores. Fazem parte deste 
grupo o Pb, Cd, Hg e Tl (LIMA, 2008; RAMALHO; SOBRINHO; VELLOSO, 2000). 
O carvão mineral da bacia catarinense traz na sua composição, um alto 
grau de impurezas, em média, para cada 100 toneladas de matéria prima bruta, 25% 
é de carvão aproveitável, e 75% de rejeito piritoso, e é essa parte não aproveitável, 
que é rica nesses tipos de metais pesados (FREITAS, 2006). 
Os metais pesados oriundos das atividades de lavra e beneficiamento do 
carvão são principalmente: arsênio (As), bário (Ba), cádmio (Cd), chumbo (Pb), 
cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn), mercúrio (Hg), níquel (Ni), prata (Ag), selênio 
(Se) e zinco (Zn). Sendo que para muitas destas substâncias químicas há 
evidências de mutagenicidade e carcinogenicidade em humanos e/ou animais de 
laboratório (AGOSTINI; WAJNTAL, 1993). 
Sendo os mais perigosos por sua toxicidade e potencial de 
bioacumulação o Cd, Cu, Zn e Pb. (SANTOS; CASALI; MIRANDA, 1999; 
QUADROS, 2010; BARRONCAS, 1998) e sua toxicidade depende principalmente da 
sua freqüência, disponibilidade e solubilidade (BARRONCAS, 1998). 
A mobilidade e retenção de metais pesados no solo dependem das 
complexas interações com a fase sólida, tanto orgânica quanto inorgânica que 
envolvem reações de adsorção/dessorção, precipitação/dissolução, complexação e 
oxirredução (SANTOS; CASALI; MIRANDA, 1999; LIMA, 2008; PÉREZ-ESPITIA, 
2011; BARBÉRIO, 2009). 
Os problemas ambientais ainda vêm sendo agravados devido ao alto grau 
de impurezas encontrados nos rejeitos do carvão, sendo eles classificados de 
acordo com o teor de enxofre contido, em rejeitos piritosos (R-1) e rejeitos 
carbonosos (R-2 e R-3). O rejeito piritoso, também conhecido como rejeito primário, 
é composto pelos estéreis mais pesados que compõem a camada de ROM, é o 
resíduo mais poluente, pois contém a maior quantidade de pirita, e com isto um alto 
teor de enxofre (10%) e uma concentração de carvão em torno de 8%. Os rejeitos 
carbonosos são compostos basicamente pelos mesmos estéreis que constituem a 
R-1, porém possuem quantidades menores de pirita, e dessa maneira possuem uma 
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quantidade de enxofre inferior (3%) predominando os siltitos e argilitos carbonosos 
(CREPALDI, 2003; ZILI, 2002). 
Segundo Silva et al. (2008) a pirita gera espontaneamente peróxido de 
hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila (• OH) e, quando em contato com a água, a 
formação destas espécies reativas de oxigênio (EROs) degradam o RNA, RNA 
ribossomal e o DNA de leveduras. 
Como os rejeitos da mineração normalmente são depositados ao redor 
das áreas mineradas, expostos ao ar livre e sob a ação do clima, e estas áreas, na 
maioria das vezes, encontram-se perto do perímetro urbano, onde há a exposição 
de animais domésticos e seres humanos (LEFFA 2008; ZOCCHE, 2008), acabam 
são afetados pelos rejeitos através do uso de plantas medicinais, pastagens para 
alimento de gado, recursos hídricos para a produção de lavouras e cultivos 
domésticos. Portanto, a utilização destas áreas deve ser feita com cautela, pois os 
riscos à saúde humana pela presença de elementos tóxicos no solo e na água ainda 
são muito grandes. 
Estudos revelam que as plantas que crescem sobre áreas ricas em 
rejeitos de carvão apresentam adaptações fisiológicas, anatômicas e morfológicas 
em resposta ao estresse provocado pela ação dos metais pesados (COSTA 2009; 
ZOCCHE, 2005; 2008; ZOCCHE, FREITAS, QUADROS, 2010). 
Vários autores afirmam que espécies vegetais e até cultivares diferem 
quanto à capacidade de absorção e acúmulo de metais pesados (SANTOS; CASALI; 
MIRANDA, 1999; MORAES, 2008) podendo ser classificadas desde muito sensíveis 
até muito tolerantes (BARRONCAS, 1998). Sabe-se também que várias destas 
plantas são conhecidas como concentradoras ou acumuladoras desses metais 
pesados, e que ao serem absorvidos e metabolizados por estas plantas tornam-se 
disponíveis aos animais que as ingerem. 
Os metais pesados podem causar efeitos adversos em sistemas 
biológicos, entre eles, genotoxicidade e carcinogenicidade (PARAÍBA, 2006). Além 
disso, podem produzir quebras na fita-dupla de DNA (DSBs) indiretamente, através 
do estresse oxidativo, como descrito por Gastaldo et al. (2009). 
Os metais pesados quando absorvidos, tornam-se agentes genotóxicos 
que interagem quimicamente com o material genético, formando adutos (agentes 
pré-mutagênicos), alterações oxidativas ou mesmo quebras na molécula de DNA. 
Na grande maioria dos casos a lesão é reparada pelo próprio organismo ou a célula 
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é eliminada. Caso essa lesão seja fixada, provocando alterações hereditárias 
(mutações), que podem se perpetuar nas células filhas durante o processo de 
replicação, o agente então é denominado como mutagênico (SOUZA, 2005; MEJÍA, 
2011). 
Houk (1992) descreveu a importância dos testes genotóxicos e 
mutagênicos nos estudos de monitoramento ambiental e para a saúde humana, 
estes utilizam diversos organismos, como por exemplo, microrganismos, insetos, 
plantas e animais. Os testes podem ser divididos em grupos, com base no sistema 
biológico empregado e na localização genética detectada. Bioensaios em 
procariotos detectam agentes que induzem mutações gênicas e danos primários no 
DNA. 
 Porém, segundo Mejía (2011), constitui-se em um problema o fato de que 
os organismos na natureza não estão expostos a um único composto, mas sim a 
uma complexa mistura de compostos. Assim, técnicas analíticas podem não informar 
muito no que diz respeito à extrapolação a danos biológicos. Similarmente, estudos 
epidemiológicos falham principalmente no que se refere à determinação do tempo e 
condições de exposição, além de ser necessário um longo período de exposição 
para que algumas doenças se expressem. 
Embora os feitos adversos em sistemas biológicos tenham sido atribuídos 
a genotoxicidade dos metais pesados, já que o excesso pode estimular a formação 
de radicais livres e espécies reativas de oxigênio (BENAVIDES, 2005), existem 
numerosas controvérsias sobre a carcinogênese dos metais pesados em humanos 
(CAMARGO, 2006). Uma causa muito provável de carcinogênese é o aumento nas 
lesões do DNA, aumento da geração de espécies reativas do oxigênio e/ou a 
interferência nos processos de reparo do DNA (ZOCCHE; LEFFA; DAMIANI, 2010).  
Segundo Benassi (2004) metais como ferro, cobre, cádmio, cromo, níquel, 
entre outros, possuem a capacidade de produzir espécies reativas de oxigênio 
(ERO), e quando essas espécies são formadas intracelularmente, elas podem 
induzir peroxidação lipídica, dano ao DNA, depleção de grupamentos tióis, alterar 
vias de transdução de sinais e a homeostase do cálcio (Figura 3), pois os alvos de 
ataque das ERO são macromoléculas como os lipídios (peroxidação lipídica), 
proteínas, carboidratos e ácidos nucléicos (DNA) (HENRIQUES et al., 2001). 
As espécies reativas do oxigênio são a fonte mais importante de danos 
genômicos em humanos. Muitas afecções da saúde física e mental que, além do 
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câncer, incluem doenças degenerativas comuns e envelhecimento acelerado são 
atribuídas ao lento desbalanço criado pelo estresse oxidativo. O estresse oxidativo 
ocorre quando há um desequilíbrio, criado pela excessiva geração de oxidantes e/ou 
uma diminuição da atividade das enzimas antioxidantes da célula (GUO; YANG; WU, 
2008).  
 
 
Figura 3. Esquema geral propondo possíveis vias de indução da carcinogênese 
por metais, adaptada de Galaris e Evangelou (2002). 
Fonte: Autor. 
 
Segundo o esquema acima, os metais podem gerar dano ao DNA de 
forma direta ou indireta pelo desenvolvimento das EROs. A geração das EROs pode 
ser afetada pelos metais por muitas vias. Por exemplo, através da reação de Fenton 
(Fe2+ + H2O2  → Fe3+ + HO• + HO-), da indução do processo inflamatório, ou através 
da formação intermediária de tioradicais (RSH + Cu2+→ RS• + Cu++ H+).  
A maior parte do dano ao DNA é reparada pelo eficiente mecanismo 
celular de reparo, enquanto que uma pequena parte do dano resulta em mutação. 
Mudanças nos níveis das EROs também influenciam no equilíbrio redox intracelular, 
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comprometendo fortemente as vias de transdução de sinais, as quais ativam ou 
inativam vários fatores de transcrição.  
Tanto a mutação quanto os fatores de transcrição podem modular a 
expressão de uma variedade relevante de genes para a transformação celular, 
conduzindo finalmente ao desenvolvimento do câncer (BENASSI, 2004). 
A toxicidade dos metais, por ser similar em humanos e animais, pode ser 
avaliada por estudos de investigação experimental em camundongos. Ela também é 
similar para os diferentes sais e óxidos dos metais e, embora diferentes em termos 
da absorção e distribuição, levam aos mesmos efeitos, porém de intensidade 
diferente devido à cinética (MANZINI; SÁ; PLICAS, 2010). 
Os metais que não participam de funções biológicas, ou seja, não 
participam de reações bioquímicas necessárias a manutenção da vida, quando 
entram no organismo por contaminação exógena, estes elementos são 
transportados para diversos sítios, interagem de várias formas com a maquinaria 
celular, e geram uma extensa lista de efeitos tóxicos (SILVA; FREGONEZE, 2002). 
Esses metais quando absorvidos através da ingestão, inalação, ou 
penetração subcutânea, acumulam-se principalmente no fígado e rins de mamíferos, 
podendo também acumular-se nas células endoteliais e consequentemente 
destruindo a barreira hematoencefálica, criando uma porta de acesso dos metais ao 
encéfalo, em crianças e animais jovens, a penetração é facilitada pela imaturidade 
funcional da barreira hematoencefálica (SILVA; FREGONEZE, 2002). 
A toxicidade dos metais esta diretamente relacionada com a dose, tempo 
de exposição, forma química e física do elemento e sua via de 
administração/absorção (LOPES, 2009). 
Deste modo os metais pesados podem afetar, praticamente, todos os 
órgãos e sistemas do organismo humano, incluindo alterações nos sistemas 
neurológico, hematológico, metabólico e cardiovascular (SILVA; FREGONEZE, 
2002). 
 
1.3 BIOMARCADORES E BIOMONITORES 
 
Um método de quantificar a exposição de xenobióticos e seu potencial 
impacto é o uso de procedimentos de monitorização biológica por meio de 
biomarcadores. 
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Os biomarcadores podem indicar mudanças bioquímicas, fisiológicas ou 
morfológicas que se associem a exposição de um agente tóxico. Além disso, podem 
ser utilizados para avaliar o risco mutagênico e carcinogênico do mesmo (MEJÍA, 
2011).  
São definidos como qualquer resposta a um contaminante ambiental em 
nível individual, medido no organismo ou matriz biológica, indicando um desvio do 
status normal que não pode ser detectado no organismo intacto. Ou seja, são 
medidas de fluídos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre o 
organismo completo, que indicam, em termos bioquímicos, celulares, fisiológicos, 
compartimentais ou energéticos, a presença de substâncias contaminantes ou a 
magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS et al., 2007). 
Dentre os testes realizados para avaliação de biomarcadores, destacam-
se o teste de aberrações cromossômicas, quantificação de adutos de DNA, troca 
entre cromátides irmãs, o ensaio do cometa e o teste do micronúcleo. 
Resultados significativos para essas técnicas prenunciam instabilidade 
genética, que pode representar os passos iniciais para o processo carcinogênico 
(SOUZA, 2005). 
Já os Biomonitores, também conhecidos por organismos sentinela, vêm 
sendo utilizados há muito tempo para alertar as pessoas sobre ambientes perigosos. 
Na seleção de um biomonitor os principais aspectos a serem observados são: (a) os 
animais devem dividir o mesmo ambiente com o homem; (b) responder de forma 
semelhante a químicos tóxicos; e (c) desenvolver patologias similares como resposta 
a estes efeitos (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003). 
O fundamental benefício de utilizar organismos sentinela para 
monitoramento ambiental, confrontado ao método clássico físico-químico, é a 
informação que ele pode dar em relação à exposição acumulativa em organismos e 
populações sobre a resposta de letalidade e sub-letalidade, além de detectar efeitos 
indiretos (BROMENSHENK; SMITH; WATSON, 1995).  
Existem diversos organismos que podem ser utilizados como 
biomonitores e/ou bioindicadores, ou as duas coisas simultaneamente, dentre os 
quais se destacam as bactérias Salmonella typhimurium e Escherichia coli, 
anelídeos, artrópodes (KOVALCHUK; KOVALCHUK, 2008), microcrustáceos como 
Daphnia magna (ALVES; SILVANO, 2006) animais vertebrados aquáticos como 
peixes (ANDRADE, et al., 2004), vegetais como as plantas Allium cepa, 
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Tradescantia, Vicia faba (KOVALCHUK; KOVALCHUK, 2007), Baccharis trimera 
(SOUZA; COSTA; ZOCCHE, 2007), moluscos (SILVA et al. 2007), anfíbios e répteis 
(BRANDÃO, 2002), aves como os pombos (SCHILDERMAN et al., 1997), e 
mamíferos como Ctenomys torquatus (SILVA, 2000), Rattus rattus e Mus musculus 
(LÉON, 2007). 
 
1.3.1 Alface Lactuta sativa L. 
 
A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbácea, pertencente à família 
Cichoriaceae. Hortaliça típica de saladas com propriedades popularmente 
conhecidas como tranqüilizantes, e pelo fato de ser consumida crua, conserva todas 
as usas propriedades nutritivas, sendo uma excelente fonte de vitaminas e minerais 
(ANDRADE JÚNIOR, 1997). 
A alface é uma hortaliça de grande importância econômica no Sul do 
Brasil (SEGOVIA, et al., 1997), e é considerada uma das espécies mais eficientes na 
absorção de metais pesados, como cultivares de alface apresentam comportamento 
diferencial quanto à quantidade e velocidade de absorção de macro e 
micronutrientes supôs-se que também apresentariam tal comportamento em relação 
a outros elementos, incluindo metais pesados (SANTOS; CASALI; MIRANDA, 1999).  
As plantas são rotas de entrada de metais e poluentes industriais, por 
isso, a presença de hortaliças em solo degradado pela mineração pode colocar em 
risco as populações localizadas nas proximidades que muitas vezes exploram a 
vegetação que se desenvolve espontaneamente sobre áreas de rejeitos de 
mineração ou mesmo que cultivam frutas e vegetais neste solo (COSTA; ZOCCHE, 
2009).  
 
1.4 GENÉTICA TOXICOLÓGICA AMBIENTAL 
 
A genotoxicidade é o campo da genética que estuda os fatores que 
alteram a base genética da vida, em sua estrutura físico-química, o DNA (ácido 
desoxirribonucléico), sendo este processo, chamado de mutagênese. A 
genotoxicidade estuda como o organismo se encontra exposto a algum agente 
tóxico, analisando o que perturba a vida ou induz a morte, tanto em nível de célula 
como de organismo. É uma especialidade recente que se situa entre toxicologia e 
22 
 
genética, por isso é também denominada genética toxicológica (SILVA; 
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003). 
  A genética toxicológica engloba o estudo dos prováveis causadores de 
genotoxicidade e seus mecanismos de ação. Quando estes estão inseridos ou têm 
repercussão no meio ambiente ou na biota, podemos especializar o conceito de 
genética toxicológica para genética toxicológica ambiental (BORTOLOTTO, 2007). 
O ataque oxidativo ao DNA tem se mostrado um dos principais efeitos 
que governam a genotoxicidade de amostras contaminadas com metais, os 
catalisadores metálicos usados no processo de síntese têm sido apontados como a 
principal fonte dos efeitos genotóxicos (FRANCHI, 2011) 
 
1.4.1 Ensaio Cometa EC  
 
O ensaio cometa é uma das técnicas mais utilizadas para detecção de 
genotoxicidade, não sendo utilizado para detectar mutações, mas sim lesões 
genômicas, que após serem processadas podem resultar em mutação.  
Diferente das mutações, as lesões são passiveis de correção, 
constituindo, portanto, lesões pré-mutagênicas (GAMEIRO, 2005; GONTIJO; TICE, 
2003), sendo esta, uma técnica rápida e sensível na quantificação de lesões e 
detecção de efeitos de reparo no DNA (Singh et al., 1988). O Ensaio Cometa, 
também chamado de Eletroforese em Gel de Célula única (SCGE), inserido pela 
primeira vez por Östling e Johanson em 1984, através da técnica microeletroforética 
para visualização direta dos danos no DNA em células individuais, apresenta 
algumas vantagens sobre os testes bioquímicos e citogenéticos, sendo uma delas, a 
necessidade de uma pequena quantidade de células, e de não ser necessário 
células em divisão. 
Para tal, as células são englobadas em gel de agarose sobre uma lâmina, 
e submetidas a uma corrente elétrica com pH alcalino, arrastando o DNA carregado 
negativamente de dentro do núcleo, permitindo que fragmentos do DNA livre migrem 
a uma distância considerável, resultando em imagens, que por sua aparência foram 
denominados “cometas” (Figura 3) (FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEIL, 1994). 
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Figura 4: Visualização do Ensaio Cometa EC 
Fonte: Autor 
 
 Os fragmentos do DNA podem se apresentar em vários tamanhos e para 
alguns autores o tamanho da cauda é proporcional ao dano que foi causado, mas 
somente é de consenso que a visualização do “cometa” significa dano à nível do 
DNA, podendo ser quebras de fita simples, quebras de dupla-fita, sítios álcali-lábeis, 
sítios abásicos, excisão de sítios incompletos de reparo e ligações cruzadas (TICE 
et al. 2000),  
Os cometas geralmente são classificados em categorias que variam de 
quatro a cinco, e a identificação de dano no DNA se dá através do comprimento de 
migração e/ou a proporção relativa de DNA na cauda em relação ao centro conforme 
a figura 5 (TICE et al., 2000). 
 
 
Figura 5: Classificação do dano na célula de acordo com o tamanho da cauda. 
Fonte: (LEFFA et al, 2010) 
 
 
1.4.2 Ensaio de micronúcleos 
 
 
O teste do micronúcleo é um teste mutagênico, que tem sido aplicado 
com sucesso na detecção de agentes clastogênicos (que quebram cromossomos) e 
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na detecção de agentes aneugênicos (que induzem aneuploidia ou segregação 
cromossômica anormal). 
 Os micronúcleos aparecem nas células filhas em decorrência de danos, 
não reparados ou reparados erroneamente, induzidos nas células parentais. 
Apresentam estrutura similar ao núcleo principal, tendo também o seu DNA 
recoberto pelo envoltório nuclear. Sua origem se dá durante a divisão mitótica, 
devido à quebra cromossômica ou atraso cromossômico na anáfase (SOUZA, 2005; 
MEJÍA, 2011). Dessa forma qualquer fragmento ou cromossomo(s) inteiro(s) 
separados do núcleo principal, formam um pequeno núcleo, que é denominado de 
micronúcleo (SILVA, 2008). 
As rupturas cromossômicas originam fragmentos cromossômicos 
acêntricos que, por não possuírem centrômero, não foram incluídos nos núcleos 
filhos durante a divisão celular, por não poderem se unir ao fuso mitótico na anáfase. 
Estes fragmentos formam membrana nuclear e aparecem no citoplasma como 
pequenos núcleos, como podem ser visto na figura 6. 
 
 
Figura 6: Esquema geral da formação de MN 
Fonte: (LEON et AL, 2007) 
 
Autores vêm discutindo o significado da geração do micronúcleo para a 
célula e o seu destino após sua formação. Elevadas presenças de micronúcleos têm 
sido correlacionadas com o desenvolvimento de câncer. A inserção de um gene 
supressor de tumor no micronúcleo e a subseqüente perda do mesmo, somados 
com um acúmulo de mutações poderia gerar neoplasia e, portanto ser uma etapa 
para a carcinogênese. O micronúcleo, originado a partir de um cromossomo inteiro, 
pode ainda ser reincorporado no núcleo principal da célula, e se a síntese de DNA 
no micronúcleo estiver em sincronia com a síntese de DNA no núcleo principal. 
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O teste do micronúcleo in vivo, em sistema teste animal, foi proposto 
independentemente por Schmid (1975) e Heddle (1973) em eritrócitos policromáticos 
da medula óssea de camundongo.  
Os tecidos relacionados à hematopoese, em função da necessidade da 
reposição constante das células sangüíneas, apresentam elevada freqüência de 
divisões celulares, portanto, as células oriundas deste tecido são mais indicadas 
para a observação de efeitos relacionados aos processos de divisão celular ou ao 
DNA (GRASSI, 2002).  
As hemácias são células abundantes na medula óssea e no sangue 
periférico de mamíferos, que são especialmente propícias por sua alta rotatividade, 
ausência de núcleo e pela possibilidade de diferenciar eritrócitos jovens pela 
presença de RNA (SILVA, 2008).  
Os eritrócitos recém formados contêm RNA ribossomal, e são 
responsáveis pela síntese de hemoglobina, podendo ser diferencialmente corados 
com Giemsa, corante para ácidos nucléicos, desta forma, são denominados de 
eritrócitos policromáticos (EPC). 
Essas células jovens podem permanecer estáveis entorno de 24 horas 
após a expulsão do núcleo nas células de mamíferos. Já os eritócitos maduros são 
denominados de normocromáticos (ENC), por apresentarem apenas hemoglobina 
(figura 7) (SOUZA, 2008; MAVOURIN et al.,1990; HEDDLE, 1991; HAYASHI et al., 
2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7(a) Micronúcleo, (b)  Eritrócitos policromáticos (EPC) e (c) Eritrócitos 
normocromáticos (ENC). 
Fonte: (LEFFA et al, 2010) 
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Baseado nesse contexto, o presente estudo considerou a hipótese de que 
o consumo de hortaliças cultivadas em áreas mineradas apresenta riscos à saúde 
humana. Dessa forma expomos animais de laboratório ao suco das folhas da alface 
cultivada em horta experimental de modo a oferecer oportunidade impar de testar 
essa hipótese, e assim avaliar de forma indireta, os riscos que o consumo dos 
mesmos representam à saúde humana. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a ocorrência de danos genotóxicos e mutagênicos ao DNA de 
células sanguíneas, hepáticas e cerebrais de camundongos expostos a hortaliças 
cultivadas em horta experimental construída sobre depósitos controlados de rejeitos 
do carvão, com intuito de explorar de forma indireta os riscos a saúde humana. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
• Avaliar o nível de dano em DNA de células sanguíneas, hepáticas e 
encefálicas de camundongos expostos (grupo teste) e não expostos 
(grupo controle) a alimentação com suco de alface (Lactuca sativa L.) 
cultivado em horta experimental construída sobre depósitos 
controlados de rejeitos do carvão. 
• Avaliar a mutagenicidade da hortaliça cultivada em horta experimental 
construída sobre depósitos controlados de rejeitos do carvão sobre em 
células jovens da medula óssea de camundongos.  
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3 MATERIAS E MÉTODOS 
 
3.8 DESCRIÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO 
 
O estudo foi realizado com hortaliças de duas hortas de áreas distintas de 
Santa Catarina. A primeira horta estando sob influência direta da mineração do 
carvão, localizada no município de Forquilhinha, SC, construída em uma mina sobre 
um depósito controlado de rejeito de carvão. A segunda horta, no município de Içara 
que foi definida como horta controle, uma vez que está localizada em uma região 
livre dos efeitos da mineração. 
 
3.2 ANIMAIS 
 
Foram utilizados camundongos Swiss, machos, adultos, com 60 dias de 
vida, provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense 
(UNESC). Eles foram divididos em 3 grupos, com 6 indivíduos por grupo, totalizando 
18 animais. O trabalho foi realizado de forma aguda onde os animais foram mantidos 
a temperatura ambiente controlada (23±1 ºC) com ciclo claro-escuro de 12 horas, 
água e comida foram oferecidas ad libitum. O trabalho foi realizado após aprovação 
pela Comissão de Ética no Uso de Animais, segundo o n° de protocolo 110/2011.  
 
3.3 PREPARO DA AMOSTRA  
 
O modelo animal de exposição à hortaliça se deu por meio de gavagem 
do suco das folhas da alface (Lactuca sativa L.) processados em um processador de 
frutas aos camundongos, respeitando-se o volume de administração de 0,1mL/10g 
de peso corporal.  
 
3.4 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
O experimento foi realizado através da administração de suco das folhas 
de alface da mina,  alface orgânica  e solução salina (NaCl 0,9%), por meio de 
gavagem. O desenho experimental está ilustrado abaixo: 
 
29 
 
Os animais foram divididos em 3 grupos conforme descritos a seguir:  
• Grupo 1: suco de folhas de alface cultivada sobre depósito controlado 
de rejeito de carvão. 
• Grupo 2: suco de folhas de alface cultivada de modo orgânico. 
• Grupo 3: controle negativo mina – solução salina (NaCl 0,9%). 
Os animais foram tratados uma única vez (Tratamento Agudo) com os 
sucos ou controles e tiveram sangue coletado em 3h, 6h e 24h de exposição. Após 
as 24 horas, os animais foram mortos por decapitação, foi coletado fígado, medula 
óssea e córtex para as análises de genotoxicidade e mutagenicidade. 
 
3.5 ENSAIO COMETA IN VIVO 
 
O emprego do ensaio cometa seguiu os protocolos internacionais já 
estabelecidos para a sua realização (TICE et al, 2000). Foi coletado 
aproximadamente 10 µL de sangue periférico de cada animal, sendo que 5 µL de 
cada amostra foram embebidos em 95 µL de agarose Low Melting Point (0,75%), 
essa mistura foi colocada em lâmina de microscópico (duas lâminas por animal ou 
seja, duplicata), pré-revestida com cobertura de 300 µL de agarose normal (1,5 %) e 
após foi coberta com uma lamínula. Depois da solidificação em geladeira por 
aproximadamente 5 minutos, as lamínulas foram cuidadosamente retiradas e depois 
as lâminas foram imersas em tampão de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM 
Tris, pH 10,0-10,5, com adição na hora do uso de 1% de Triton X – 100 e 10% de 
DMSO) com alta concentração de sais e detergentes a fim de lisar as células, 
removendo o seu conteúdo citoplasmático e membrana nuclear, por no mínimo uma 
hora ou até duas semanas. Posteriormente, as lâminas são imersas em um tampão 
de pH 13 de acordo com Tice (1995) (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13), por 20 
minutos. Tal processo visa o desenovelamento das cadeias de DNA, pelo 
rompimento das estruturas secundárias e terciárias presentes no núcleo celular. 
Imediatamente ao desenovelamento, as lâminas são submetidas a uma corrente 
elétrica por mais 20 minutos, 25v e 300 mA,de modo a induzir a migração para fora 
do núcleo dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, finalmente as 
lâminas são coradas com nitrato de prata (VILLELA et al, 2006). (Figura 8).  
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Figura 8: Etapas experimentais do Teste Cometa da coleta das células a leitura em microscópio 
óptico. 
Fonte: Autor. 
 
Quanto à observação ao microscópio, foram analisadas 100 células por 
indivíduo (50 de cada lâmina duplicada). As células foram classificadas, visualmente, 
em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda (0 = sem cauda e 4 = 
comprimento máximo de cauda). Assim, o Índice de Danos (ID) de cada grupo 
estudado variou de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas completamente sem 
danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano máximo). A 
freqüência de danos (FD em %) foi calculada em cada amostra com base no número 
de células com cauda versus o número de células sem cauda (Figura 9). 
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    Figura 9: Classes de Dano obtidas pelo Teste Cometa. 
    Fonte: VILLELA et al., 2006 
 
 
3.6 TESTE DE MICRONÚCLEO (MN) EM MEDULA ÓSSEA 
 
O teste de MN em camundongos foi realizado conforme protocolos 
padrões internacionais (MAVOURNIN et al, 1990). Os animais foram mortos por 
decaptação, seguindo-se a retirada da medula óssea utilizando-se uma agulha 
histológica como auxílio. Com este material, foram feitas duas lâminas por animal. 
Para tal, a medula óssea foi macerada com soro bovino fetal sobre uma lâmina de 
vidro, fazendo-se um esfregaço direto. Após secagem das lâminas, estas foram 
coradas com Giemsa 10% em tampão fosfato pH 5.8, por cinco minutos, sendo logo 
após codificadas para análise às cegas.  
Quanto à observação no microscópio, foram analisados 2000 Eritrócitos 
policromáticos (EPCs) por animal, sendo a detecção dos efeitos de citotoxicidade 
realizada através da contagem de EPCs em relação aos eritrócitos normocromáticos 
(EPC/ENC) em 1000 células.  
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3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
As variáveis estão apresentadas como média ± D.P. de 6 animais para 
cada tempo em cada grupo. Diferenças entre os grupos foram avaliadas por análise 
de variância (ANOVA), no caso do ANOVA mostrar diferença significante, análises 
post hoc foram feitas através do teste Tukey. Em caso de distribuição não normal as 
comparações foram feitas através do teste Kruskal-Wallis usando o teste Dunn como 
post hoc. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa estatístico 
BioEstat 5.0. Valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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4 RESULTADOS 
 
Os resultados do Ensaio Cometa no sangue periférico de animais tratados 
com o suco de alface orgânico e da mina, bem como o controle salina estão 
apresentados nas Figuras 10 e 11. 
Amostras de sangue periférico foram coletadas no período de 24 horas de 
exposição, nos tempos 3h, 6h e 24h, com o objetivo de avaliar o possível efeito da 
administração aguda da alface cultivada sobre rejeitos de carvão no DNA de 
camundongos adultos. 
A análise dos parâmetros Índice de Dano (ID) e (Freqüência de Dano 
(FD) (média + DP) indicou um aumento significativo do grupo alface mina (P < 
0,05,Teste de Kruskal-Wallis - Dunn) quando comparado  aos demais grupos (alface 
orgânica e salina). Além disso, no tempo de exposição de 24h o grupo alface 
orgânica também apresentou diferença estatisticamente significativa em relação ao 
controle negativo para ID (P< 0,05, Kruskal-Wallis – Dunn). 
Quando comparamos os grupos entre os diferentes tempos de exposição 
foi possível observar diferença significativa apenas no grupo alface orgânica, onde o 
tempo de 24h foi maior que os tempos 3h e 6h para ID e FD (P < 0,05, Kruskal-
Wallis - Dunn). 
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Figura 10: Detecção de dano no DNA através do parâmetro  Índice de Dano do Ensaio Cometa em 
células do sangue periférico de camundongos no período de exposição de 24h,* Diferença 
significativa em relação aos demais grupos (P < 0,05,Teste de Kruskal-Wallis- Dunn). 
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Figura 11: Detecção de dano no DNA através do parâmetro Frequência de Dano do Ensaio Cometa 
em células do sangue periférico de camundongos no período de exposição de 24h,* Diferença 
significativa em relação aos demais grupos (P < 0,05,Teste de Kruskal-Wallis- Dunn). 
 
Os resultados do ensaio cometa para o fígado e córtex estão 
apresentados nas figuras 12 e 13. Os parâmetros ID e FD apontaram um aumento 
significativo nas células do córtex cerebral dos animais tratados com alface da mina 
quando comparado com os outros grupos (P < 0,01 ANOVA -Tukey), no entanto, 
para as células do fígado as análises estatísticas não apresentaram diferenças 
significativas entre os grupos. 
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Figura 12: Detecção de dano no DNA através do parâmetro Índice de Dano do Ensaio Cometa em 
células do córtex cerebral e fígado no período de exposição de 24h.* Diferença significativa em 
relação aos grupos controle (P < 0,01 ANOVA, Tukey). 
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Figura 13: Detecção de dano no DNA através do parâmetro Frequência de Dano do Ensaio Cometa 
em células do córtex cerebral e fígado no período de exposição de 24h.* Diferença significativa em 
relação aos grupos controle (P < 0,01 ANOVA, Tukey). 
 
 
A figura 13 ilustra os resultados do teste de Micronúcleos em medula 
óssea dos camundongos tratados com os dois tipos de alfaces e controle negativo 
(salina) sob dois aspectos: relação EPC/ENC (parâmetro de toxicidade) e a 
frequência de micronúcleos (parâmetro de mutagenicidade). Estatisticamente os 
resultados não apresentaram diferenças significativas com valores de P > que 0,05 
(Kruskal-Wallis-Dunn) para a relação de EPC/ENC e para frequência de 
micronúcleos. 
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Figura 14: Relação EPC/ENC e frequência de micronúcleos na medula óssea dos animais de todos 
os tratamentos no período de 24h de exposição. 
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5 DISCUSSÃO 
 
A mineração de carvão é umas das atividades de exploração com maior 
potencial poluidor, contendo uma mistura heterogênea de mais de 50 elementos, 
incluindo os óxidos e outros elementos como sílica, hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos (HAP), metais pesados e cinzas (LÉON et al., 2007). 
Muitos desses elementos estão presentes nos rejeitos do carvão, 
enriquecidos com substâncias genotóxicas e com alto risco tóxico, podendo 
provocar alterações nas células, tecidos, populações e ecossistemas (AGOSTINI et 
al. 1996; SA'NCHEZ-CHARDI et al., 2007, 2008). Igualmente aos animais, as 
plantas também podem ser danificadas quando expostas ao excesso de metais 
pesados em seu ambiente de crescimento (CARDOSO; NAVARRO; NOGUEIRA, 
2003). 
Em todos os trabalhos sobre genotoxicidade relacionados ao carvão, não 
ocorreu pontuação de um agente causador específico. Acredita-se que pela 
complexidade da interação biológica e ambiental, não seja possível distinguir um 
agente genotóxico no carvão e nos seus subprodutos. Sabe-se porem que a pirita, 
os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e os metais pesados, são alguns desses 
agentes causadores de dano (COHN, et al., 2006; MEIRE; AZEVEDO; TORRES, 
2007; BEYERSMANN; HARTWIG, 2008). 
Exposições crônicas e/ou agudas aos metais pesados podem dar origem 
a uma variedade de doenças patológicas em animais, e praticamente todos os 
metais podem causar toxicidade quando ingeridos em altas quantidades, mas 
diversos elementos como Pb, Fe, Mn, Cu, Cd, Ni e Al são muito abrangentes, 
podendo produzir toxicidade até mesmo em concentrações muito baixas (BROOKS , 
1983; BEYERSMANN; HARTWIG, 2008). 
Neste trabalho foram aplicados dois testes citogenéticos, o ensaio cometa 
e o teste do micronúcleo, empregados para avaliar o potencial genotóxico e 
mutagênico ao DNA de camundongos expostos ao suco de folhas da alface 
cultivada em área minerada de carvão na forma de tratamento agudo com o objetivo 
de avaliarmos os riscos à saúde humana, uma vez que esta horta é utilizada para 
consumo dos mineradores da própria mina de carvão. 
O ensaio cometa apresenta aplicabilidade em qualquer organismo 
eucarioto e qualquer tipo celular, além do pouco tempo requerido para se obter os 
40 
 
resultados. Estas propriedades fazem com que este teste tenha grande utilidade 
como uma avaliação da genotoxicidade ambiental (SILVA, 1999). 
Nos nossos resultados do ensaio cometa em sangue periférico, o grupo 
alface mina apresentou resultados com valores estatísticos significativamente mais 
altos que todos os outros grupos, demonstrando a toxicidade genética da alface 
cultivada em uma área de exploração de carvão em relação à alface orgânica e 
solução salina. Além disso, foi possível comprovar a sensibilidade do sangue 
periférico como um biomarcador de dano e validar os resultados anteriores de 
biomonitoramento feitos com caracóis de jardim com esta hortaliça de área minerada 
(Leffa et al., 2010). 
Quando os grupos foram comparados em seus diferentes tempos de 
exposição, apenas o grupo alface orgânica, apresentou valores mais elevados no 
tempo de 24h, no entanto, mesmo havendo diferença estatística, biologicamente 
esta diferença não é relevante, pois os valores são muito baixos, dentro do limite 
considerado normal para este teste. 
No que se refere aos dados do córtex cerebral, os animais dos três 
grupos, em ambos os parâmetros do ensaio cometa apresentaram resultados com 
valores aumentados, mas ainda assim o grupo alface mina teve aumento 
significativo quando comparado com o controle negativo e alface orgânica. 
Estudos sobre a genotoxicidade do carvão são cada vez mais 
encontrados na literatura (SILVA et al., 2000), pesquisas realizadas utilizando o 
ensaio cometa com o roedor Ctenomys torquatus demonstraram que o carvão e 
seus subprodutos não apenas induziram danos em DNA de células sanguíneas, 
como também produziram efeitos genotóxicos no organismo como um todo. Para 
Léon et al. (2007) os mamíferos Rattus rattus e Mus musculus expostos a áreas 
mineradas por carvão, apresentaram valores significativamente maiores de índice de 
danos (ID) e freqüência de danos (FD) quando comparados aos animais da área 
controle, demonstrando também o efeito genotóxico desse mineral. Além disso, 
estudo com o ensaio cometa e teste de micronúcleos de Silva et al. (2000) realizado 
em minas de carvão no Rio Grande do Sul mostrou que o carvão e seus derivados 
provocam danos no DNA em diferentes tecidos de Ctenomys torquatus, um roedor 
fossorial.  
Vilatoro-Pulido et al. (2008) detectaram genotoxicidade em uma planta 
utilizada como fonte alimentícia, sendo que a mesma foi vinculada a exposição de 
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metais pesados (As, Pb e Cd) oriundos do solo de uma área próxima a uma 
mineradora de pirita. Os resultados apresentaram contaminação tanto das raízes 
quanto das partes comestíveis, constituindo-se assim um risco para toda a cadeia 
alimentar, devido aos efeitos nocivos desses metais. 
Conforme Clemens (2006) a absorção e acúmulo de metais tóxicos em 
vegetais representa a principal via de entrada potencialmente perigosa para a saúde 
a partir da alimentação humana e animal. Entre estes metais, destacam-se os 
metalóides As, Se, Cd, Hg e Pb devido os seus efeitos nocivos. O autor destaca 
ainda, que as plantas possuem uma tolerância a níveis elevados dos metais, o que 
pode tornar mais prejudicial ainda o consumo destes vegetais para os 
consumidores.  
Leffa et al. (2010) realizaram estudos com caracóis expostos a alface 
cultivada em área minerada, onde mostrou um aumento nos danos de linfócitos 
periféricos comparados ao controle. No entanto, o sistema de reparo de DNA 
mostrou-se eficiente, mas ainda assim mantendo os valores aumentados. Para o 
fígado os valores obtidos no nosso trabalho não apresentaram diferenças 
significativas entre os grupos tratados. Os metais pesados e seus subprodutos 
convertem-se em elementos tóxicos quando não são metabolizados pelo organismo 
e acumulam-se nos tecidos moles, já que os seres vivos não são capazes de 
excretá-los de forma eficaz – bioacumulação. O processo de biotransformação 
também gera espécies reativas de oxigênio, as quais também danificam o DNA. 
Estes mecanismos podem ter um efeito sinergístico na presença de outros poluentes 
ambientais, tais como os metais pesados, potencializando a sua genotoxicidade 
(LOPES, 2009). 
No estudo de Agostini et al. (1996), realizado com trabalhadores de uma 
mineradora em Criciúma, verificou-se a existência de um risco aumentado de 
mutagenicidade observado através da diminuição do índice mitótico, aumento de 
micronúcleos em células bucais e lesões cromossômicas em células de sangue 
periférico. 
O conhecimento dos mecanismos de ação dos metais pesados é 
relevante não só para identificar os possíveis alvos e respectivos biomarcadores de 
efeitos, mas também para melhorar a determinação de elementos, por exemplo, na 
escolha do meio biológico mais apropriado. 
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Os efeitos induzidos pelos metais são variados, desde efeitos tóxicos 
sistêmicos, irritantes, agudos ou crônicos a efeitos teratogênicos, mutagênicos e 
cancerígenos (TAVARES; CARVALHO, 1992). 
Para os nossos resultados é preciso também considerar o adoecimento 
dos camundongos do grupo alface orgânica que apresentaram no dia do 
experimento, hematúria e feridas pelo corpo e cauda, levando a um suposto 
estresse comportamental dos animais, que também pode levar a um estresse 
oxidativo, causando danos ao DNA dos animais, porém, também podem ser 
atribuídos ao dano mecânico, exercido com a maceração das estruturas para 
confecção das lâminas. 
Com base nos parâmetros do ensaio cometa (FD e ID), e nos diferentes 
tecidos, vale destacar que o sangue periférico é o melhor indicador para o ensaio 
cometa, por ter aspecto fluído e não necessitar de maceração para confecção da 
lâmina, assim não sofrendo interferência por dano mecânico. 
Em relação à frequência de micronúcleos e a relação dos EPC/ENC, os 
valores obtidos não apresentaram diferenças significativas entre os grupos. 
Supomos que, pelo falo de os animais terem sidos submetidos a um tratamento 
agudo e o teste avaliar danos que já passaram pelo processo de reparo, o 
experimento necessitaria de um tempo maior de exposição para apresentar valores 
significativos, sugerindo um tratamento crônico para comparação.  
De fato, o ensaio do cometa e o teste do micronúcleo possuem naturezas 
distintas, cada um com suas vantagens e restrições e, por isso, têm sido aplicados 
em conjunto para a avaliação de danos genéticos. Enquanto o ensaio cometa 
detecta lesões reversíveis, o teste do micronúcleo detecta lesões mais persistentes 
no DNA ou efeitos aneugênicos que não podem ser reparados. Os danos 
mensurados pelo ensaio do cometa aparecem mais cedo do que o Micronúcleo, que 
requer uma divisão celular para ser visualizado. Além disso, nem sempre a formação 
de um micronúcleo ocorre na primeira divisão celular, pois um fragmento acêntrico 
pode sobreviver, replicar e se transformar em micronúcleo em divisões 
subseqüentes (SOUZA, 2005). 
O ensaio do cometa, por ser uma técnica bastante sensível, deve ser 
aplicado com bastante cuidado para que não sejam realizadas interpretações 
equivocadas dos resultados obtidos, e tais dados podem ser relevantes na avaliação 
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dos riscos que estas populações expostas à mineração de carvão estão sujeitas 
(SANTOS, 1999). 
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6 CONCLUSÃO 
 
Dessa forma os resultados encontrados nesse estudo apontam a 
sensibilidade do ensaio cometa e sugerem um período maior de exposição para 
avaliar melhor a mutagenicidade através do teste de micronúcleo. 
Mesmo assim os nossos resultados demonstraram um potencial 
genotóxico dos rejeitos de carvão aos mamíferos, validando o suposto risco em que 
a população que ingere vegetais cultivados em área minerada ou próxima a esta 
está sujeita. Adicionar estudos com amostras maiores, outros vegetais e tratamento 
crônico seriam atraentes a fim de corroborar os resultados obtidos neste trabalho. 
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